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胃癌患者 に ， よ り効果的な養子免疫療法を施行 す る こ と を目的と し て ， 健常人 の末梢血 リ ン パ 球
と 胃癌患者の 末梢血 リ ン パ 球 ， 所属リ ン パ 節リ ン パ 球 お よ び牌 リ ン パ 球 か ら ， 遺伝 子組換 え型 イ ン タ ー
ロ イ キ ン ー 2 くr ecombin a nt interleukin －2， rIL－21 を 用 い て リ ン ホ カ イ ン 活性化殺腫瘍 リ ン パ 球
く1ym phokin e a ctiv ated killer， L A Kl 細胞を誘導 し ， 以下 の 基礎的研究を行な っ た － す なわ ち ， 培 養後
の L A K細胞数お よ び腫瘍細胞障害晴性 の経時的変動 に つ い て の 胃癌 の組織学的進行期くstageJ別の差
異 ， 生体外で リ ン パ 球 を培養す る際の フ ィ ト へ マ グ ル チ ニ ン くphytohem ag glutinin， P H Al と rI L－2 の
併用 効果 ， L A K細胞 の 由来臓器別の差異 ， 患者 に 生体反応修飾物質 くbiologic al re spo n s e m odifie rs，
B R Ml を前投与 した 場合 の LA K活性増大効果に つ い て検 討 した ． そ の 結果 ， 末梢血 リ ン パ 球 か ら の
L A K細胞 の誘導 に 際 して は ， 5％ ヒ ト A B血清 を加 え た R P M I－1640培地 や無血清培地で も抗腫瘍活
性 の あ る L A K細胞 の 誘導が可能 であ っ た ． 胃癌 患者 を各進行期別 に 見 る と ， 末梢血 リ ン パ 球 で は
stage II お よ びIIlの 患者 で 正 常人 に 劣 らな い L A K活性 が得 ら れ ， 養子免疫療法の 適応 と な り う る こ と
が 示 唆さ れ た ． 一 方 ， 細胞 数を 増加 さ せ L A K活性 を増大さ せ るた め に ， 生体外で リ ン パ 球 を培養する
際 rI L－2 と P H Aを併用 す る と ， rI L－2 単独添加培養時よ り も細胞数は増加す る が ， L A K活性は低値で
あ り ， 臨床応用 に は ， 必 ず しも 十分な効果が得 られ な い こ とが 予測 され た ． 今 回の 検討で ， 健常人 ， 胃
癌患者 い ずれ の 場合 も ， rl L－2 添加培養後 5 日目 に 最高値 を 示 す 例が 多数で あ っ た が ，
一 部の も の は10
日目や 15日目が 最商であ り ， 個体差の 存在が 示 唆さ れ た ． 次 に ， リ ン パ 節 由来の L A K細胞 を検討す る
と ， 末棉 血由来 の L A K細胞 よ り活性が低 く ， リ ン パ 球亜 群 に つ い て も rI し2添加培養 に よ りサ ブ レ ツ
サ ー T 細胞 くCD 8 ＋C D l l 十1 が 増加 して く る と い う特徴 を有 した が ，
一 方で ヘ ル パ ー イ ン デ ュ ー サ ー
T 細胞 くC D 4 ＋4 B 4＋ナの 増加 も認 めた ． また 脾や 転移陰性の所属リ ン パ 節由来の L A K細胞 の 中に 高い
活性を 示 す も のが あ り ， 臨床応用の有 用性 が期待 さ れ た ． さ ら に ， よ り効果的な腰瘍細胞障害活性 を得
る た め ， 事前 に レ ン チ ナ ン や O K－432 を投与 した と こ ろ ， 患者末梢血リ ン パ 球 か ら 誘導 した L AK 細胞
は ， 未投与患者 に 比 べ て ， L A K活性が高値の 傾向が認 め られ た ． 以上 の 成績 より ， StageII お よ びIIIの
胃癌患者 に おtlて は 従来の 外科療法や化学療法 に 加 えて ， 養子 免疫療法の 適応の可能性 が あ る と 考えら
れ ， ま た B R M を併用す る こ と ， 場合 に よ っ て は 脾や所属リ ン パ 節 を利用 す る こ と で ， さ ら に 有効 な
L A lく細胞 を誘導で き る こ と が 判明 し た ． 臨床 的 に 養子 免疫療法 を施行 す る に あ た っ て は ， 有効 な
L A K細胞 を誘導す る の に 必要な 日数 に は個体差が あ り ， 5 日， 10 日， 15日 に 最高値 を示 す 3群 に 大別さ
れ る こ と を考慮し ， 各症例 に 独自 の培養 プ ロ ト コ ー ル を検討 し た上 で ， 臨床応用 す る必 要性 が示 唆さ れ
た ．
Key w o rds gastric c a n c er， interle ukin
－2
，
1ym phokin e a ctiv ated kille r c ell，
adoptiv eim m u n othe rap y
A bbr eviatio n s 二A BS， A Bs er u m3 B R M， biological respo ns e m odifie rs妄 F C S， fetal calf
ser u miI L， interle uk in i L A K， 1ym phokin e a ctiv ated kille rニ N K， n atu ral killer三
P B L，
peripheral blo od lym pho cytes三 P HA， phytohe m ag glutinins rIL 2， re CO mbin a
nt
inte rle ukin－2i R L N L， region al lym phn odal lym pho cytesi S L， Sple enlym pho cytes
胃痛患者の免疫療法
胃癌の予後を規定す る 因子 と して は ， 従来 よ り癌深
遠度， 脈管侵襲 ， リ ン パ 節転移 ら幾多の 所見が あ げ ら
れるが ， 胃癌の 中に は著明な リ ン パ 様組織 の 増生 を伴
う 胃癌 くm edulla ry c a r cino m a with lym phoid
infiltr atio n， M C ulが 存在 し ， 進行癌 と い え ども良好
な予後を示 す い． こ の病態 は ， 癌 の 増殖進展 と担癌宿
主の免疫応答の 係 り合 い を如実に 示 す も の で あ り ， 癌
の免疫療法の 有 用 性 を強 く 支持 す る も の で あ る ． 一
方 ， 今日 ま で 各種 の 生体反応修飾物質 くbiologic al
re spon s e m odifie rs， B R Mlの癌患者 へ の 投与効軋 移
植性人癌 を用 い た実験動物 レ ベ ル の結 果
21 か ら 補助療
法とし ての 免疫療法の 臨床効果も検討 さ れ て き た 錮ナ ．
現時点で の 免疫療法 は ， 化 学療法剤 と の 併 用 に よ る
B R M の癌患者 へ の直接投与が 主 体で あ る が5 汚I， 近 年
もう 一 つ の 方法 と して ， 患者自身の末梢血 中の リ ン パ
球を生体外 で培養 して 殺腫瘍細胞効果 を持 つ リ ン パ 球
を誘導した後 ， 患者生体内に 移入 す る 義子 免疫療法が
試みられ て い る ． T 細胞の 増殖活性国子 と して知 られ
てい たイ ン タ ー ロ イ キ ン ー 2くinte rle ukin －2，1 し21，は ，
Ta nigu chiら
71に よ っ て 遺 伝 子 組み 換 え に よ る イ ン
タ ー ロ イ キ ン ー 2 くre c o mbin a nt inte rle ukin －2，
r工し2ナが 大量生産可能 と な り 直接投与 が試 み ら れ た
が， 生物学的半減期が短い と い う欠点が あ り ， 副作用
も認めら れ て い る 8I． 一 方 ， Ro senberg ら
91 に よ っ て
r工L－2 を用 い 誘導さ れ た リ ン ホ カイ ン 活性化殺腫瘍 リ
ンパ 球く1ym phokin e a ctiv ated kille r， L A KJ 細胞を患
者へ 移入 す る L A K療法 の 臨床効果が報告さ れ ， 以来
わが 国で も臨床応用さ れ て き て い る ． しか し ， L A E
療法は皮膚癌 ， 脳腰瘍 ， 口腔領域癌 に は有効例の 報告
があるも の の ， 消 化器 癌 こ と に 胃癌 に 対 し て 有効 で
あっ たと す る報告 岬 は少 ない の が現状 で あ る ．
本研究で は ， 胃癌患者 に 有効な L A K療法 を施行す
るこ とを前控と して
， 胃癌 の 進行 に 伴う ナ チ ュ ラル キ
ラ ー くn atu ral killer， NKト活性お よ び L A K活性の 変
軌 リ ン パ 球数 を増加 さ せ ， か つ 腫瘍細胞障害活性 を
増大さ せ る こ と を目的と して の ， 植物凝集素 フ ィ ト へ
マ グル チ ニ ン くphytohe m agglutinin， P H Al と rI し2
との 併用 に つ い て検討 した ． さ ら に ， 末栂血 リ ン パ 球
およ び所属 リ ン パ 節 リ ン パ 球 か ら誘導さ れ た L A K細
胞の腫瘍細胞障害活性 と そ の リ ン パ 球 亜 群 の 差異 ，
B RM を患者に 前投与 した 場合の L A K活性増大効果
につ い て検討 した ．
対 象お よ び方法
王 ． 対 象
まず
， 健常人26名く平均年令33．1割 に つ い て 末梢血
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リ ン パ 球 の 至 適培養条件 ， P H Aと rIL－2 との 併 用効
果 等に つ しユて 検索 した ．
次 に1988年10月よ り1989年 11月 ま での 期間に ， 金沢
大学が ん研究所付属病院外科 に お い て ， 胃切 除術 を施
行し ， 組織学的検索 を行 っ た胃癌患者37名 を対象と し
て ， これ らの 術前の 末棺血 リ ン パ 球を用 い ， ま た 可能
な症例 で は手術時に ， 胃所属 リ ン パ 節 リ ン パ 球， 牌 リ
ン パ 球 を 分離 し使用 し た ， 年令 は17才 へ 75才 く平均
54．9才トで 性別 は男性31名 ． 女性 6名 であ っ た ． 病理
組織学的分類で は乳頭状腺病 2名， 管状腺病14名 ， 低
分化腺癌17名 ， 印 環細胞癌 4名 で あ っ た ． 病 期
くstagel分類 は胃癌取扱 い 規約 川 に 従 っ た ． な お 今回対
象と し た stageIV患者 は比較的 一 般状態 の 良 い 手術
可能症例 で ， 低 ア ル ブ ミ ン血 症 ． 高度の 貧血等の 所見
を認 め る症例 は含ま れ て い な い ．
工I ． リ ン パ 球の 分離と調整
1 ． 末檎血 リ ン パ 球 くperiphe r al blo od lym pho cyt－
e s， P Bり
ヘ パ リ ン 加宋輸血 を 50ml 採取 し ， Fic oll－ Hy paqu －
e 比 重遠心 法 に よ り リ ン パ 球 を 分離 し た ． す な わ ち
Fic oll，Hy paqu e 液 く比 重 1．077I くLym phoprepl
くNyc o m ed， Oslo， No r w ayl 上 に 静 か に 重 層 し ，
400x g 室 温 で 4 0分間遠心後 ， 中 間層 を採取 し ．
Ha nks 液 で 2 回洗浄後 ， R P M I－1640液くGibc o， Gr a n
Isla nd， Ne w York， U S Aいこペ ニ シ リ ン 1 00JL gノmi，
カ ナ マ イ シ ン 100メ gノml， フ ァ ン ギ ゾン0．1メ上 gノml と
非働化 し た ヒ ト A B血 清 を5 ％濃度 に 加 え た 培毒液
E5％ A B血 清くA Bs e r u m， A B Sl カロ R P M I．1 640培
地コ で 1 回 洗浄 し ， 単核球 を分離 し ， 次 い で ， 5％
ABS加 R P M I－1640培地中 に 2xlO6lml に 浮遊さ せ
た ． 培養 はい ずれ も370C， 5％ C O2下 で行 っ た ． な お ，
リ ン パ 節や 脾由来の リ ン パ球 と 末給血 リ ン パ 球 と の 比
較 の 際 は ， 非 働 化 し た ウ シ 胎 児 血 清 tfetal calf
S er u m， F C Sl を10％濃度 に 加 え た R P M I，1640培地
ElO％ F C S加 R P M I－1640培地コ で培養し た ．
2 ． 胃所属 リ ン パ 節 リ ン パ 球 くregio n al lym phn o．
da1 1ym pho cytes， R L N LJ， 脾 リ ン パ 球 くsple e n
lym pho cyte s， S LJ
術中採取し た 所属 リ ン パ 節 ， 牌 を Hanks 液中で 眼
科用 ハ サ ミ を用 い て細切 し， 金 属 メ ッ シ ュ くN B C 工
業 ， 大阪1 で濾過 し た後 ， Fic olトHypaqu e比 重遠心 法
に よ り 単核球 を 分 離 し た ． 次 い で ， 10％ F C S加
R P M I－1640 培地中に 2X lO6lml に 浮遊さ せ た ． 培養
は い ずれ も370C， 5％ C O2下で 行 っ た ．
1Il
． 細胞数算定
トリ バ ン プ ル ー 生体染色法 に よ り ， 顕微鏡下に 生 紳
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胞数 を算定 した ．
工V ． 細胞障害性試験
ヒ ト赤白血病由来の K－562 細胞株 を用 い て N K活
性 を ， ま た ヒ ト バ ー キ ッ ト リ ン パ 腰 由来 の Da udi細
胞株 を用 い て LAK 活性をtlずれ も 51Cr 遊離試験 に よ
り測定 した ． す な わ ち リ ン パ 球 を 2xl Oソml に 調 整
し ， 9 6穴 U 底 マ イ ク ロ プ レ ー ト くF alc o n， Ox n a rd，
Califo r nia， U S Al に 1検体 に つ き 3穴ず つ 10JLl 分
注 しくtriplic atel， エ フ ユ タ タ 一 紙胞 と した ． 一 方 タ ー
ゲ ッ ト 細 胞 と し て は 5X lO
5
c e11slml に 調整 し た
K－56 2 お よ びDaudi細胞浮遊液 に 250JJl の NatI－
rO．， 2m ci12ml くNew Engla nd Nu cle a r， Bo sto n，
M a ss a chu s etts， U S Al を加 え ， 37
0
C， 5％ C O2下 で 1
時間培養標識後 ， 3 回洗浄 し 10％ F C S加 R P M I－
1640培地に 浮遊 し， こ れ を 1XlO5ノml に 調 整 した 後，
100〆1 を各 エ フ ェ クタ ー 細 胞 に加 えた ． こ の 条件で ，
エ フ ェ ク タ ー ニ タ ー ゲ ッ ト比 は 20二1 と な る ． こ の プ
レ ー ト を ， 37
0
C， 5％ C O2下で 4時間培養後 ， 各穴の 上
清 100ノJl を採 取 し上 清中に放出さ れ た
51Cr 量 を オ ー
トウ エ ル ガ ン マ ー カ ウ ン ク ー A R C 501げ ロ カ ， 東
京I に て測定 し， 下記の 計算式 に よ り N K 活性値 ，
LA K活性値 を算出した ．
N K括性 ， L A K活性 く％ cytoto xic activitylニ







51Cr 最大放出量は タ ー ゲ ッ ト細胞 に 1％ ト リ
ト ン XlOOく和光 ， 大阪1 を 100月1加 え溶解 させ た後 の
上 清中の値で ある ． タ ー ゲ ッ ト細胞 か らの
5
でr の自然
放出量 は ， 5％ A B S加 R P M エー1640培養液 また は 10％
F C S加 R P M I－1 640培養液 を 100JLl加 え ， 37
0
C， 4
時間培養後 の上清中の値 で ある ．
V ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に よ る リ ン パ 球亜 群の 分 類
胃癌患者の末梢血， リ ン パ 節お よ び牌か ら分離 した
リ ン パ 球 に 対す る リ ン パ 球亜 分画 を ヒ トリ ン パ 球 に 対
す る各種 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用い 検討 し た ． ヘ パ リ
ン加全血 50ノJl に ， リ ン 酸 緩衝生 理食塩水 くpho spb－
ate buffe r ed salin e， P B SI に て 希釈 し た 蛍光色素
田u o r e s cein isothio cya n ate， FI T Cl標識 モ ノ ク ロ
ー ナ
ル 抗体 50声1 を加 え混和後 ， 水中で30分反応 さ せた ．
つ い で 反応液に 赤血球溶解用試薬く1ysingr e age ntH 和
光ナを 1ml 添加 ， 15分間室温 に て 反応 させ た ■ 赤血球
の溶血 を目視 に て確認後 ， レ ー ザ ー フ ロ ー サ イ トメ
ー
タ ー ， F C M－1く日本分光 ， 東京1に て ， 蛍光細胞数 を測
定 し た ． 使用 し た 蛍光色素標識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は ， 末梢血 丁 紳胞 に 特異的 な CD 3， ヘ ル パ
ー ノイ ン
デ ュ ー サ ー T 細胞 に 特異的な C D 4， サ プ レ ツ サ ー 個
胞障害性 丁 細胞に 特異的な C D 8くOrtho D iagn ostic
Syste m， Ra ritan， Ne wJer s ey， U S Al， N K細胞に 特異
的 な C D 57くL E U 71， N K細胞及 び好 中球 に 特異的な
C D 16くL E U llくBe cto n Dickin s o n， M o u ntain Vie w，
Califo rnia， U SAl を用 い た ． 別 に ， サ ブ レ ツ サ ー T
細胞 に 特異的な CD 8．C D ll， サ ブ レ ツ サ ー イ ン デ ュ ー
サ ー T 細胞 に 特 異的 な C D 4．2 H 4， ヘ ル パ ー イ ン
デ ュ ー サ ー T 細 胞 に 特 異的 な C D 4．4 B 4くCo ulter，
H iale ah， Flo rida， U S Al の 3種類 の 二 重 染色 くtw o
C Olo rl 解析も行 っ た ．
V L 検討項 目
1 ． rI し2添加培養に お け る L A K細胞の 至適培養
条件
まず rIし2くS 牒820， 塩野義製薬 ， 大 阪ナ を添加後，
最 も 活性が高値と な る培糞時間と培養液を検討 した．
なお ， 予備実験の結果 ， rl し2 の 至適濃度くリ ン パ 球が
標的腫瘍細胞 に対 して 十分な障害活性 を示 す た めに 必
要な 培地中の最低濃度ナ は 1000 Uノml である こ とが判
明 し たた め ， rm －2 を 1 000Uノml添加 して ， 7日間培
養 を行 い ， 3 日か ら 7 日 まで 経時的に N K活性および
L A K活性 を測定 した ． ま た こ の 際 ， 10％ F C S加
R P M I．1 640培地 ， 5％ A B S加 R P M I－1640培地およ
び無血清培地 A IM－V くGibc olの 3種類の 培地による
活性 の差異に つ い て も検討 した ．
2 ． 胃癌患者病期くstagel 別の L A K細胞活性の差
異
胃癌患者28名の 手術直前の末梢血 を採取 して リ ンパ
球 浮 遊 液 を 得 ， 5％ A B S加 R P MI－1640培 地 で
rIL－2 を 1 000 Ulml 添加 し ， 5 日間培養後 の N K清一
性 お よ び L A K活性 を測定 した ． 患者 の 病期くstagel
は 胃癌取扱 い 規約
1り に 従 っ て 分類 し ， 健常人26名に つ
い て 同様 に測定 した 結果 を対照と して 用い た ． なお ，
B R M投与症例 は除外 し た ．
3 ． P H A およ び rI L－2 の 併用 に よ る L A K細胞の
誘導
健常人2 1名及び 胃癌患者12名 の 末梢血 リ ン パ 球
くP B Ll を 以 下 の 9群 に 分 け ， 5％ A B S加 RP M I
－
1640培地 で15 日間培養 し ， 5 日日 ， 10日目 ， 15 日目に
細胞数 ， NK 活性 お よ び L A K活性 を測定 して ， P H A
くPH A－pH Difco， Detroit， M ichiga n， U S Al と rIL
－2
の 併 用効果に つ い て検討 した ．
実験群 と して は ， い PB Lを単独 で 培養 した 軋
P H Aの み を 2う 培養開始時 に 添加 し た群 およ び 31
10日目 に 涛加 した 群 ， rl し2 の み を 4う 培養開始時に
添加 し た 群 お よ び 5う 5 日目 に 添加 し た 群 ， 61
胃癌患者の 免疫療法
r工し2 を培養開始時 ， 5 日目お よ び10 日目 に 計 3回 添
加した群 ， さ ら に P H A とrIL－2の 併用 効果 を見る た
め に ， 培養 開始時 に P H Aを 添加 し り 5 日日 に
r工L－2 を添加 し た 群 お よ び 8う 5 日 目 と1 0 日目 に
r工し2 を添加 した群 ， 91 培養開始時 に r工し2 を添加 し
10 日目 に P H Aを 添加 し た群 を 作成 し た ． ま た ，
r工し2 の み を複数 回添加 し た第 6群 お よ び P H A と
r工し2 を併用 した第 8群 に 関 し て ， r ル 2 を初 回 投与
後， 細胞障害活性 が最高値 を と る ま で の 日 数 に 基づ
き ， 5 日型， 10 日型お よ び15 日型の 3型 に 分類 し， 各
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症例 の 個体差 に つ い て検討 した ．
な お ， い ずれ の 実験群 に お い て も培養5 日目 と10 日
目に 培地交換 を行な っ た ． ま た P H A は 1JLglml ，
rI し2は 1000 Ulml を それ ぞ れ添加 した ．
4 ． 末相血
，
所属 リ ン パ 節お よ び脾 か ら誘導 し た
L A K細胞の 比較
胃癌患者16例の 手術時 に 採取 した所属 リ ン パ 節リ ン
パ 球 くRLN LJ， 4例か ら採取 した牌 リ ン パ 球 くS LJ を
そ れ ぞれ ， 10％ F C S加 R P M l－1 640 培地 で rIL－2 を
1000 Ulml 添加培養 して L A K細胞 を誘導し ， 5 日目
Tablel． Cytoto xic a ctivity of P B Lc ultu red with rIL．2 in he althy do n o rsくn ニ 5J
Target M edium
Days after c ultu re
3 4 5
R P M I，1640c o ntaininglO％ F CS
K－562 R P M I－1640c o ntaining5％ AB S












83－4 士 12．5 84．7士13．5 71．2士18
．8 47．1士1 8．1
R P M I－1640c o ntaininglO％ F CS
Da udi R P M I－1640 c o ntaining5％ A BS





53－5士17．3 46．3士18．3 33．4士17．8 33．4 士23．1
31－5士10．1 35．3士12．7 30．9士25．7 4 ．3士16．9
41．7士14．1 34 ．5士1 3．6 27
．0士1 1．1 25．5士14 ．5
Lympho cytes w e re su spended with differ e nt m ediu m a s sho w nin thistable， a nd c ultu r ed with rI L－2 く1000
UlmlJ， and te sted for spe ci丘c 51cr rele a s es fr o mK －562a nd Da udic ells at3， 4， 5， 6 a nd 7 days
afte rthe c ultu r e■ Data are sho w n a s m e a n％ 士S．D． ＋， pく0－0 5i 叫 ， pく0．01by u npairedt te st．
C O n tr Ol S 也ge工 s t a g eエ s tagel江 s t age汀
n
三ニ2 6 n ニ 10 n ニこ 3 n ニ 5 n ニ 10
He althy
do n o r s
Ga s tric c a n c e rpatie n ts
ホ
I l
C O ntr OI s tag eI sta g eIr sta geEr
n
ニ 26 n ニ1 0 n ニ 3 n ニ 5 n ニ10
He 81t hy
do n o r s
Ga stric c a n c e rpatie n t s
Fig．1－ N Ka nd L A Ka ctivity of rI し2stim ulated P B L fr o mthe ga stric c a n c er
patie ntsin v ario u s stagesくn ニ 28J． P B Lw e r e c ult r ed in R P MJ－1640m ediu m
COntaining 5％ A B S in the pre s en c e of rI L．2く1000 UlmlJfor 5 days． A fterthe
C ultu re， Stim ulated lym pho cytes w ere te sted with N Ka ctivity くa ．ン a nd L A K
a ctivity くb－1． N K a ctivity w a s e x amined with spe cific 51Cr rele as efr o m
51Cr．1abeled Kq562 a nd 5Cr－1abeled Da udic ells w e re u s ed fo r L A Ka ctivity．
Ea ch ba r repre s e nts m e a n士S．D．
轟
， P く0．05 by u npaired t test．
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の N K活性お よ び L A K活性 を ， 同 一 症例の 末櫓血 リ
ン パ 球 くP B Ll か ら 同 一 条件 で 培養 し誘導 し た L A K
細胞 と比較検討 した ． ま た末梢 血 リ ン パ 球 と ， 所属 リ
ン パ 節 リ ン パ 球 に つ い て は リ ン パ 球 亜群 の 推移 に つ い
て も検討 し た ．
5 ． B R M投与症例 に お け る L A K細胞活性 の 増大
効果
胃癌患者14名 に 対 し て ， B R Mくレ ン チ ナ ン ，
O K－4321の 影響 を 見る た めの 無作為試験くr ando miz ed
studyl を行な っ た ． す な わ ち封筒法 に よ り ， レ ン チ ナ
ン 群 5例 ， O K－432群 4 例 ， 対照群 5例 に 分 け ， 1 週
間に 2 回 B R M を患者に 投与 し ， 投与前お よ び投与後
に 末棺血 リ ン パ 球 を分離 し て ． 1 0％ F C S加 R P M I－
1640培地で rI し2を 1000 Uノml 添加 し ， 5 日間培養
後の N K活性お よ び L A K活性 を測定 した ． な お ， レ
ン チ ナ ン は計 4m g， O K－432 は計 5．5 E E投与 し た 一
明l． 統計処理 法
以 上 の 各部定借 は平均値 士 標準偏差傾 くm e an 士
S．D．1 を も っ て示 した ． 同 一 症例 に お け る 2 群間 の平
Table2． Pr olifer atio n of L A Kc ells
均値 の 有意差検定に は ， 対応の あ る標本 の t 検定を用
い
，
ま た他群間の有意差検定に は ， 等分散の F検定を
行な い 必 要に 応 じて W elch の 補正 を行 な っ た 後 ， 対
応の な い 場合の t 検定を 行な い ， 危険 率5 ％以下を有
意差あ り と判定 した ．
成 績
工 ． rI L－2 添加培養 に お け る L A E細胞の 至逓増義
条件
培養 に よ る経時的変動 を み る と ， N K活性 はい ずれ
の 培地 に お い て も 5 日目 に 最も 高値 を 示 し た ． L AE
活性 は 10％ F C S加 R PM ト1 640培地 お よ び無血 清培
地 A I M－V で は 4 日目が 最も高値で あ り ， 5％ A B S加
R P M l－1640培地で は 7 日目 が最 も高値 で あ っ たが ，
それ ぞれ の最高値間 に 有意差 は認 め られ な か っ た く表
い ．
王1
． 胃癌患者病期くstageI別 の L A E細胞活性の 差
異
培養開始時 に r工し2 を 1000 Uノml 添加 し 5 日間 5％
Days after c ultu re
0 5 10 15
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1 ．6士0．9 2．9士2． 1
















L ym Pho cyte sfr o m
a．he althydo n o rsくn ニ 2り a nd
b，
gaStric c an c erpatie ntsくnニ 121w er e
c ultu r ed in R P M I－1640 m ediu m c ontaining 5％ A B S in the pr e se n c eofrI し2く1000 Uノmり．
a nde x a min ed with pr olife r ation at5，10a nd 15 days afte rthe culture． Data ar e sho w n
as m e a n c elln u mber xlO6lml士S．D．
Pr olife ratio n r ate ニ
c ell n u mbe r atday 15
c elln u mbe r atdayO
中嶋
， pく0．01v ．s． c o ntr olくGro up No． 11by u npairedt te st．
胃癌患者の 免疫療法
A BS加 R P M I－1640培地 で 培養後 の ， 胃癌患者全体 の
N K 活性 お ．よ び L A K活性 は そ れ ぞ れ ， 5 8． 9士
20．7％ ， 22． 3 士2 0．1％ で あ り ， 健 常人 の 6 7． 8士
22．1％， 28■1 士19．8％と比 べ て 低値 で あ っ た が
， 有意
差はなか っ た ■ 病 期 くstageI 別の 比 較 で は ， NK 活
性， L A K活性 と も に Stage IIお よ びIII が高 い 傾向 に
あり ， N K活性で は stageIV が， III お よ び健常人 と 比
べ て有意くpく0－05I に 低値 を示 した ． L AK 活性 で は
stage I がIIに 比 べ て ， 有意くpく0．051 に 低値で あ っ
たく図 り ．
m ． P H Aお よ ぴ r工し2 の 併用 に よ る L A K細胞 の
誘導
1 ． 細胞数
リ ン パ 球 を単独培養 した対照群 ， P HA の み を添加
培養 した第 2群 お よ び第 3群 で は 細胞数 は漸次減少
し ， 15日間で健常人 で は0．3倍 ， 胃癌 患者で は0．2倍 に
減少した ． rI し2を初 日 に 1 回の み添加培養 し た第 4
群は健常人 で は1．0倍 で あ っ た が ， 胃癌 患者 で は0．6倍
と減少 した ． r工し2 を 5 日目に 添加 した第 5 群 で も ，
健常人 ， 胃癌患者 とも に 細胞数は培養開始時 よ り減少
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し た ． 5 日 ごと に rル 2 を 3 回 添加培養 し た第 6群
は I 健常人 ， 胃痛患者と も 5 日目か ら増加し ， 15 日目
に は それ ぞ れ1．3胤 1．0倍 と な っ た ． P H A添加後 に
r工L－2 を添加し た第 7群お よ び第8群 は， 健 常人 で は
2倍以上 に 増加 し たが ， 胃癌 患者で は若干 の 増加 で
あ っ た ■ r王し2 添加後 に P HA を添加 した第 7群で は
細胞数は減少 し た く表2J．
2 ． N K活性
リ ン パ 球 を単独培養し た対照群 で は健常人 ， 胃癌患
者い ずれ も 5 日日に 最高 で ， そ れ ぞれ6．3士8 ． 6％
，
10．3士8．8％ で あ っ た ． P H Aの み を初日 に 添加 した第
2群 で は健常人 胃痛患者と も 5 日目に 最高で ， それ
ぞ れ16．9士 10． 4％ ． 19．2士1 3．2％ま で増大 し た ．
P HA を10日 目に 添カロした第 3群で は活性 の 増大 は認
め られ な か っ た ■ rI し2を初日 に の み 添加 した 第 4 群
で は 5日 目に 最高で ， 健常人 で は63．6士22．7％， 胃痛
患者で は70．4士13．7％ま で増大 した ． 同様 に rnノ2 を
初 日 に 添加 した第 6群 ， 第9群も 5 日日に 最高で
，
後
で r工L－2 や P H A を添加 し ても 活性 は増大 し な か っ
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a
－he althydono rsくn ニ 21Ja nd
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W e re
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15 days afte rthe c ultu re． Data a re sho w n as m e a n％士S．D． T he highestv alu e of
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最高 で ， 健 常人 で は35．0士 22．5％ ， 胃癌患者で は26．1
士23．5％ま で増大 した ． P H A添加後 5 日目 に r工し2
を添加 した 第7群 お よび 第 8群 で は ， 10 日目 に 健常人
で は48．3士18．1％， 胃癌患者で は35．7 士2．1％ ま で増
大 した が ． rl し2を初 日 に 添加 した 群の 最高値 よ り 有
意 に くpく0．0封 低値であっ た く表 3I．
3 ． L A E活性
リ ン パ 球 を単独培養 した 対照群 ， P E Aの み を添加
した 第2群 ， 第 3群 で は ， 健 常人 ， 胃癌患者 い ずれ も
L A K活性 の 増大 は見ら れ な か っ た ． rI L－2 を 初 日 に
添加 した 第 4群 で は ， 5 日目 に 最高 とな り ， 健常人 で
は25．9士2 0．5％， 胃癌患者 で は1 7． 0 士1 2．5％と な っ
た ． 同様に r工し2 を初日 に 添加 した 第 6群 ， 第 9群も
5 日目 に最高で ， 後 で r工し2 や P HA を添加 して も 活
性 は増大 しな か っ た ． r工L－2 を 5 日目 に 添加 した 第 5
群で は健常人 で は10日目 に 最高 と な り ， 15．5 土21 ．2％
と な っ た ． しか し胃癌患者 で は括性 の増大 は見 られ な
か っ た ． F H A添加後5 日 目に r工し2 を添加 した 第 7
群 お よび 第 8群 で は健常人 で は10 日目 に9．8士 17．9％
ま で 増大 した が
， 胃癌 患者 で は 増大 を認 めず ， ま た
r工し2 単独 で 培養 した群 の最高値 と比 べ て 有意に くpく
0．0引 低値 で あ っ た く表 4I．
4 ． 個体差
い 細胞数
rI し2を 5 日 ごと に 3 回添加 し た第 6群 は ， 健 常人
で は15 日間で 平均1．3倍 ま で増加 し た が ， そ の う ち 2
倍以上 に 増加 した も のが 3例く14．3％Iで ， 一 方1倍以
下 に 減少 し た も の が 9例く42．9％ンで あっ た ． 胃癌患者
で は15日 間で 平均1．0倍 と増減が な か っ た が ， そ のう
ち 2倍以 上 に 増加 した も の が ， 2例く16．7％1で ． 一 方
0 ．5倍 以 下に 減少 した も の が 2例く16．7％1 で あ っ た ．
P H A添加後 に r ル 2 を 2回添加 した第 8群は ， 健
常人 で は15 日間 で 平均2．8倍 ま で増加 し た が ， そ のう
ち 3倍以 上 に 増加 した も の が 8例く38．1％1で ， 一 方1
倍 以下に 減少 した も の が 4例く19．0％ンで あ っ た ． 胃痛
患者 で は 平均1．3倍 ま で 増加 した が ， そ の う ち 2倍以
上 に 増加 した も の が 2例く16． 7％Iで ， 一 方 1倍以下に
減少 した も の が 5例 く41．7％1 で あ っ た ．
21 NK 活性
rI し2を5 日 ごとに 3 回添加 した第 6群 は ， 健常人
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a ■he althy donorsくn ニ 21Ja ndb． gastric c a n c erpatie nts くn ニ 12J
W e re C ultu r ed in R P M I－1640m ediu m c o ntaining5％ A B S in the pr es e n c e of rIL－2
く10 0 UlmlJ． Cytotoxic activityくLA Kactivitylw a s ex a mined with spe ciBc 5
1
Cr re－
1ea s esfrom K－562 at5，10and 15 days afterthe cultu r e． Data ar esho w n a s m e a n




，pく0．01v ．s． c o ntr olくgr oup No ． 1Jby unpaired t te st．
胃癌患者の 免疫療法
では 5日型11例く52．4％I， 10日型 9例く42．9％ン， 15日
型1例く4．8％1 で あ っ た く図2al． 胃癌患者 で は 5日 型
5例 く41．7％ン， 10 日型 4 例 く33．3％I， 15 日型 3 例
く25．0％I で あ っ た ．
P HA 添加後 に rIL－2 を 2 回添加 した 第 8群 は ， 健
常人で は 5 日型12例く57．1％ン， 10日型 8例く38■1％Iで
あっ た ． 胃癌患者で は 5 日型 8例く66．7％1， 10 日型2
例く16．7％ンで あ っ た ．
5 1 0 1 5
Days afte r c ultu re
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3う L A K活性
rI L－2 を5 日 ごと に 3 回添加 し た第6群 は ， 健常 人
で は 5日 型11例 く52．4％I， 10 日 型 6例く28．6％1， 15 日
型 4例 く19．1％1で あ っ たく図2bl． 胃癌患者 で は 5 日型
7 例 く58．3％1， 10 日型 3 例 く25．0％I， 15日 型 2 例
く16．7％1 で あ っ た ．
P H A添加後 に rIし2 を2 回添加 した第 8群 は ， 健
常人 で は 5 日 型11例く52．4％1， 10 日型 9例く42．9％1で
Fig． 2． C ha nge s of N Ka nd L A Ka cti vity of rIL
－2 stim ulated P B L fr o mhe althy
do n o r sくn ニ 21． Ea ch c ultu r ew a s ad ded with rI L－2く1000 Uノml at O， 5 a nd lO
days afte rthe c ulture ． N Ka ctivity くa．I a nd L A Ka ctivity くb－J w e r etested at
5， 10a nd 15 days after the c ultu r e with allte sted s a mples． N Ka ctivity w a s
e x a min ed with specific
51Cr rele a s efr o m 51Cr－labeled K－562and
5Cr－1abeled
Da udi cells w e r e u s ed fo r L A Ka ctivity． T he r es ults sho w ed that cultu r e
periods to a cquir e the highest cytoto xic a ctivity w ere quite diffe r ent a m o ng
te sted s a mple s a nd thr e edistin ctly distinguished gr o ups ha v ebe e n obs er v ed．
Ea ch ba r r epr e se nts m e an士 S．D． Ope n circlesく01sho w the gr o up with the
highe st a ctivity at 5 days afte rthe c ultu r eくn ニ 11 in a．， n ニ 11 in b．I－ Closed
cir cle sく中J show the group with the highe st a ctivity at l O days afte r the
c ulture くn こ 9 in a．， n ニ 6 in b．1． Ope n squ a re sく口1 show the gr o up with the
highe st a ctivity at1 5 days afterthe cultu reくn ニ 1 in a ． ， n 二 4 in b．J．
Table5． Change sinly m pho cyte s ubset sof P B La nd R L N Lcult ur ed with rIL．2 in ga strie c a nc erpatie ntsくn 二 121
Ratio く％Jof lymphocyt e s ubsetsin PB L




5 61． 士7 ．2
418 ra tio LE U7十 L E Ull C D8十11
8士8．5 1．5 二Hl．6 27．4 土1こう．1 20．5 土13．7 22．8士6．7
8 士14．3 1．0 土0 ．4 L44．3 士17．0 29． 土20．3 27．5土8 ．7
茄 T T一元 論 后 茄 茄宍茄．言Br二．石這．射封 十
7． 1士4．9 29．1士6． 4 12．5 土6 ．6 14 ，8士5．1 25．7士6
．
4
5．3 土1．5 22．7士7．6 13． 士7 ．6 10．3土5，8 22．7 士7 ．8
Ratioく％loflyrnpho cyt e subset sinR L N L
2士3．9 3．2 士1．4 7．2 土4 ．6 8．2 土5．2 川．4土4．6
7士7．5 1．8 士1．1 13．2 士10．3 14．7 士9．7 11．4 土4 ．2
1．0 士0．6 2く1．7士8．5 17．8士12．2 30． 七17．4
3．9 士3．6 2tI．5士8．4 16，7土6 ．8 17．8士l仁1．9
L
ym Pho cyte sw eT e C ult r ed in RP M IJ1640m edju m c o nt aining lO％ FC S in the pres en c e of rlし2uOOO Ulm11 for5 days． Lympho cyte s ubs ets w ere e x a min ed
atO a nd 5 days aft er the c ult u re．
．
， Pく 0，05 こ
．．
， P く0．01by pairedt t est．
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あ っ た ． 胃癌患者で は 5 日 型 8例 く66．7％1， 10 日型1
例 く8．3％1 で あ っ た ．
1V． 末梢血 ． 所 属 リ ン パ 節 お よ び 牌 か ら誘導 し た
L AE 細胞 の 比較
1 ． 末梢血 リ ン パ 球 くP B LIお よ び所属 リ ン パ 節 リ
ン パ 球 くR L N Ll よ り誘導 し た L A E細胞 の 比 較
い N K活性
16例中13例 で 末棺血 リ ン パ 球 由来 L A K細胞 が所属
リ ン パ 節 リ ン パ 球由来 L A K細胞 よ り N K活性は高値
であっ た ． 所 属リ ン パ 節 リ ン パ 球 由来 L A E細胞が末
梢血リ ン パ 球 由来 LA K細胞よ り高債で あ っ た 3例で
は ， リ ン パ 節 は い ずれ も転移陰性 で あ っ た ． 平均値 を
比較す る と ， 末梢血 リ ン パ 球 由来 L A K細胞6 8． 2 士
15．7％ ， 所属 リ ン パ 節リ ン パ 球由来 L A K細胞4 7．7士
21．7％で あ り ， 有意善くpく0．01 を認 め た く図3aン．
21 L A K活性
P B L R LN L
So urc e of L A Kc elEs
16例 中11例 で 末棺血 リ ン パ 球 由来 L A K細胞が所属
リ ン パ 節 リ ン パ 球由来 L A K細胞よ り L A K活性は高
値であ っ た ， 所属 リ ン パ 節リ ン パ 球由来 L A K細胞が
末梢血 リ ン パ 球由来 LAE 細胞 よ り 高値 で あ っ た 5例
で は ， リ ン パ 節 はい ずれ も 転移陰性であ っ た ． 平 均値
を比較す る と ， 末檎血 リ ン パ 球 由来 L A E細胞36．9 士
22．2％， 所属リ ン パ 節リ ン パ 球 由来 L A K細胞26．2 士
21．4％で あり ， 有意差 は なか っ た く図3bl．
3プ リ ン パ 球 亜群
i ． 培養開始時
所属リ ン パ 節リ ン パ 球 くR L Nり は 末棺血 リ ン パ 球
くP BLJ と比較 し て ， C D 8十 ， C D 8 ＋11－ ， C D 8十11＋，
C D 4＋4B4 ＋， L E U 7＋ お よ び L E U l l＋ の細胞数が有
意くpく0．01 に低値 であり ， 一 方 C D 41C D 8比 は有意
くpく0．01 に高値であ っ た ． なお リ ン パ 節転移 の 有無
に よ る リ ン パ 球亜 群 の差 は認 め なか っ た ．
PBL R L N L
So ur c e of L A Kc elIs
Fig．3． Relatio n of cytoto xic a ctivitiesbetw e e nL A Kc ells fr o m P B La nd R L N L
of the ga stric c a n c e rpatie nts くn ニ 161． Lym pho cyte s w e r e cultured in
R P M I．1640m ediu m c ontaining lO％ F C S in the pr e s e n c e of rI L2く100Uノ m1
fo r 5 days． A fterthe c ultu re， Stim ulated lym pho cyte s w er tested with N K
a ctivityくa．1 a nd L A Ka ctivity くb．1． N K a ctivity w a s ex a min ed with spe cific
51
Cr relea s efr o m
51Cr－labeled K－562a nd
5
Cr－1abeled Da udic e11s w e r e u s ed fo r
L A Ka ctivity． T he la rge clo s ed cir cle sく書1 sho w m e a n v alu e s a nd e a ch ba r
r epr e se nts m e a n士S．D ． Ope n circlesく01sho w the highe st a ctivity of e ach
sa mple a nd str aightlin ethat link open cir cle s of P B Lwith tho s e of R L NL
sho w that the s e s a mple sderiv ed from the s a m epatient． T he s m a11clo s ed
cir cle sく■1show R LN Lwith lym phn odal m eta sta se s．
ホ ＋
， pく0－01 by pair ed t
te st．
胃痛患者 の 免疫療法
ii． rI し2 を 5 日間添加培養後 の 推移
r王し2 を添加 し ， 5 日間培養す る と ， 末梢 血 リ ン パ
球くPB Llで は ， C D 8＋ ， L E U7＋ が 有意くpく0．01 に
増加 した 一 所属 リ ン パ 節 リ ン
パ 球 くR L N LI で は ，
cD8＋ ， C D 8＋11 ＋， C D 4十4 B 4＋ が有意くpく0．01
句
0．05りこ増加し た く表 5I．
2 ． 末棉血 リ ン パ 球 くP B Ll， 所属 リ ン パ 節 リ ン パ 球
くRL N LJ お よび 牌リ ン パ 球くS LI か ら誘導 した L A K
細胞の 比較
い NK 活性
末棺血 リ ン パ 節 お よ び脾 を同時に 採取で き た 4例
中3例で所属リ ン パ 節 リ ン パ 球由来 L A K細胞が最も
低値で あ っ た ． 平均値 を比 較す る と ， 末梢血 リ ン パ 球
由来 LA E細胞68－5士18．2％， 所属リ ン パ 節リ ン パ 球
由来 L AK 細胞39．0 士28．0％， 脾 リ ン パ 球 由来 L A K
細胞74．9 士14．8％ で あ っ た が ， 3著 聞 に 有意差 は な
かっ た く図4al．
P B L R L N L SL
Sour ce of L A Kc elJ
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2う L A K活性
末梢血 ， リ ン パ 節お よ び牌 を同時に 採取 で き た 4例
中3例で 所属 リ ン パ 節リ ン パ 球由来 L A K細胞が最も
低値 で あ り ， 4例全例 で 脾リ ン パ 球由来 L A K細胞が
最も高値で あ っ た ． 平均値 を比 較す る と ， 末梢血 リ ン
パ 球 由来 L A K細胞26．7士7．5％， 所属リ ン パ 節 リ ン
パ 球 由来 L A K細胞16．3士1 3． 2％， 脾 リ ン パ 球 由来
L A K細胞38．7 士1．7％で あ っ たが ， 3者間 に 有意差
はな か っ た く図4bl．
V ． B R M投与症例 に お け る L A E細胞活性 の 増大
効果
1 ． NK 活性
レ ン チ ナ ン 投与群 で は 5例全例 で ， 投与前に 比 べ て
投与後の N K清性が増大 し， 平均値を比 較す る と ， 投
与前34．5士26．8％か ら投与後70．3 士4．3％ へ と 有意 くp
く0，0引 の 増大 を認め た ．










P B L R L NL SL
So urc eof LAK ceLl
Fig．4． Co mpa ris o n of cytoto xic a ctivities of L A Kc ells fr o m P B L， R L N La nd
S L of the ga stric c a n ce rpatie nts くn ニ 41． Lympho cytes w er e c ultu red in
R P M I－1640m ediu m c o ntaining lO％ F CS in the pr e senc e of rIL－2く1000Ulml
fo r5 days． A fte rthe c ultu r e， Stim ulated lym pho cyte s w e r et sted with NK
a ctivityくa ．1 a nd L A Ka ctivity くb．1． N Ka ctivity w a s examin ed with spe cific
51Cr r ele a s efrom
51
Cr－1abeled K－562 a nd 5Cr－1abeled Da udi c ells w er e u s ed fo r
L A Ka ctivity． T he la rge clo s ed circlesく■1 sho w m e a n v alu e s a nd e a ch ba r
r epre se nts m e a n士 S．D． Ope n circlesくOIsho w the highe st a ctivity of e a ch
S a mple a nd str aightlin ethatlink open circles of P B Lwith tho se of R L N La nd
S Lsho w that the s e s a mple sderiv ed fr o mthe s a m epatients． T he s m allclo s ed
Circlesく中1sho w R L N Lwith lym phn odal m eta sta s es．
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投与後の N K 活性が増大 した ． 平均値 を比較す る と ，
投与前44．8士3 6．8％か ら投与後64．7 士20． ％へ と増大
した が 有意差 は な か っ た く図5aト
2 ． L A K活 性
レ ン チ ナ ン 投与群 で は 5例中 3例 で ， 投与前に 比 べ
て投与後 の L A K活性が増大 し た ． 平均値 を比較す る
仁nニコ 引 くn三三5I 仁nニ三41
Fig．5． T he a ugm e nted effe cts ofadministr atio n
of B R Mo n cytoto xic a ctivity of P B L fro m
the ga stric c anc er patie nts befo r e s u rgic al
ope r atio nくn ニ 141． Lym pho cyte s w e r e c ultured
in R P M I－1640 m ediu m c o ntaining 5％ A B S in
the pr e se n c e of rI L－2く1000 Ulml for 5 days．
A fter the c ultu re， Stim ulated lym pho cytes
w ere te sted with N Ka ctivity くa．1 a nd L A K
acti vityくb．1． N Ka ctivity w a s examin ed with
spe cific
5Cr r ele a sefro m
5
てニr－labeled K．562
a nd 5Cr－1abeled Da udi c ells w e r e u s ed fo r
L A Ka ctivity． T he la rge clo sed cir cle sく書I
sho w m e a n v alu e s and e a ch ba r repre s e nts
m e a n士S．D． Open cir cle s く0 1sho w the
highe st a ctivity of e a ch s a mple a nd straight
lin e that link ope n circle s of P BL obtain ed
before B R Madministr atio n with tho s eafter
B RM administratio n sho w that the s e s a mples
de riv ed fr o mthe s a m epatie nt．
＋
， pく0．05 by
pair ed t te st．
と ， 投与前17．1 士24．7％か ら投与後27．5士 26．7％ へ と
増大 した が 有意差 は なか っ た ．
O K－432投与群 で は 4例中 2例 で ， 投与 前に 比 べ て
投与後 の L A K活性が増大 した ． 平均 値 を 比較 する
と ， 投与 前13．9 士11．3％か ら投与後20．7 士9．7％ へ と
増大 した が 有意菱は な か っ た く図5bl．
考 察
悪 性腫瘍 に 対す る治療法 と して は ， 外科的切除が最
も確実 か つ 効果的 な方法 と考 え ら れ るが ， 切除不能の
癌や 可視範囲を越 え た遺残腫瘍 に起因す る再発に対し
て は ， 有効 な 補助療法の確立 が急務 と さ れ る ． この 補
助療法の 一 分野 と して 免疫療法があげ られ るが ， こ れ
まで は主 に 非特異的 な B R M を患者 に 直接投与する 方
法で 臨床効果が追究 され て きた ． その 作用機序として
は ， 担癌患者 に 対 す る B R M投与 に よ る抗腫瘍効果は
宿主介在性 であり ， 各種 の免疫担当細胞群 を中心とす
る癌細胞障害機構 が存在 す る と報告さ れ て い る
12l
． し
か しな が ら ， 担癌末期ある い は 全身状態不良の 場合に
は ， 宿主介在性の 抗腫瘍効果が期待で き な い 場合も多
い と推察 され る こ とか ら ， 抗腫瘍活性 を持つ リ ンパ 球
くeffe cto rl を生体外 で 大量 に誘導 し
1 錮一
， 担癌生体 へ 戻
す ， い わ ゆ る 養子 免疫療法 くadoptiv eim m u n other a－
p y， A n
l
lが 最近 に わ か に 注目さ れ て き た
用
．
胃癌患者の免疫状態 に つ い て は癌 の 進行 と と も に
N 王く活性の 低下が認め られ る と す る 報告が あ る
16－
． そ
の 理 由 と して ， 担癌 に よる 栄養状態の低下 に誘発さ れ
る ス テ ロ イ ド の 分泌過多 ， 流 血 中の 抑制因子 の 存
在1 棚 ， 単球の 増加 に 伴う 免疫抑制状態 な どが
一 般に
知 ら れ て い る ． しか し 一 方， Peter ら
1 9， のよ う に 健常
人 と 癌患者と の 間に N K活性の 差 は認 め な い と する
報告や ， Tr oye ら
20切 よ う に む し ろ癌患者の ほうが健
常人 よ り高い N K活性 を示 す と い う 報告 ， さ ら に は癌
進行 に 伴う リ ン ホ カイ ン の 誘導 に よ り ， 正 常よ り高い




解 は必ずし も得 ら れ て い な い ． 今 回著者 は ， 養子 免疫
療法 を前提 と して い る た め ， リ ン パ 球 を採取 して5 日
間 rI し2添加培養後の N K活性お よび L A K活性を測
定 した が ， い ずれ も Stage I お よ びIVで 低値 をとり，
IIお よびIII で高値であ っ た ． stage I の N K活性の低
値 は ， N K細胞が 免疫監視機構の
一 員 と して 生体内腰
啄増殖 の 初期 に 作用 し消費 され る こ と を反映し てい る
の か も知 れ な い ． 一 方 ， Stage II お よ びIIIとい う中期
の胃癌 で Stage I よ り も 高い 活性 を 示 した こと か ら，
前述 の よ う な 各種 サ イ トカ イ ン の作用が 示 唆さ れると
と も に ， 現実 に補 助療法 を必 要と す る StageIIおよ び
胃癌患者 の 免疫療法
Hの胃癌愚者の 末梱血 リ ン パ 球 は十分に 養子 免疫療法
に応用で き る こ と が期待 され た ． ま た ， 加令 に よ る活
性の変化 に つ い て も ， 01dha m
221
は加令と N K活性 に
は相関が な い と報告 し て い る が ， Saksela23， は 加令 と
ともに 増大す る傾向がある と 述 べ る な ど 一 致 を み て い
ない ． 今回の 著者の 結果で は加令 に よ る活性 の 変化 は
認めなか っ た ■ しか し なが ら ， 各年令 で個体差 に よ る
活性の 変動が大 き く ， こ の 点が 一 定 した見解 に至 らな
い 大きな 要因と考 え られ る ． 個体差が ど の よう な 要因
に基づ く か の 解明は ， 有効な そ して 大量の LA 正純胞
の 誘導に 重要 と考え られ る ．
L AK 細胞の 培養条件 と して は ， 初 日 1 回 の r工し2
添加で は培養4 旬 7 日 に 活性 は最も 高値と な り 以降 は
低下す る ので ， 細胞増殖 も考慮 して 3 へ 5日 ごと に 培
地交換 し， r工し2 を加 え て い くの が 一 般的と 思わ れ る ．
血清 に つ い て は ， 5％ A B S加 R P M I－1640培地 で誘導
さ れた L A K細胞 は 10％ FC S加 R P M I－1640培地 で
誘導 さ れ た L A K細胞 よ り も ， N K 活 性 お よ び
L A K活性は低値 を と るが ， そ れ は血清中に 含 ま れ る
成長因子 くgr o wth fa ctorJの 差が 原因と考 えら れ る ．
無血清培地 A I M－V で は 5％ A B S加 R P M I－1640 培
地と ほ ぼ 同等の N K活性お よ び L A K括性 の あ る
L A K細胞 が誘導可能で あ っ た ． リ ン パ 球亜 群 を検索
する と， 10％ F C S加 R P M I，1 640培地の 培養 で は ，
L EU7＋ や L E U ll ＋ が増加す る こ と か ら N K細胞由
来 L A E細胞 の増殖 が 示 唆 さ れ る が ， 5％ A BS 加
R P M I．1640培地 に よ る培養で は L E U 7十 や L EUll＋
は減少し ， T 細胞由来 L A K細胞 の増殖 が 示 唆 さ れ
る ． 5％ A B S加 R P M I－1640培地 で 誘 導 さ れ た
L A K細胞で N E活性 の増加 が 認 め ら れ る の は ，
Phillip ら
瑚 の 指摘 の ごとく ， T 細胞由来 L A K細胞が
K 巧62に細胞障害性 に 働く た め と考 え ら れ る ． ま た単
球に つ い て は ， イ ン タ ー ロ イ キ ン ー 1 くinte rle ukin－1，
IL．1 や 腫 瘍 壊 死 因 子 くtu m o r n e cr o sis fa cto r，
T N FI を産生 し ， T 細胞 の 表面 に I し2レ セ プタ ー を
誘導する働き が あ る と 考え られ る の で
， 今回 はあ えて
単球を除か なか っ た ．
さ て， Ros e nbe rg ら が L A K細胞 と rI し2を併 用 し
た養子 免疫療法 の 治験 を行な い ， 悪 性黒 色贋 ． 結腸
癌 ． 腎癌 ． 転移性肺癌 な どの 25例中11例に 効 果 が認 め
られ たと 報告 して 以 来9，， 我が 国で も 各領域 の 癌 に
L A K療法 を施行す る施設が増加 し ， 臨床例 も 多々 報
告され つ つ あ る ． し か しな が ら
， 臨床効果 を得 る た め
に十分な細胞障害活性 を持 つ L A E細胞 を大量 に 誘導
する培養方法 は未だ確立 さ れ て い な い の が 実情 で あ
る ． そ こ で 著者 は ， ま ず レ ク チ ン で あ る P E A の併用
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を試 みた 一 P H A は非特異的細胞分裂物質の 一 種 で あ
り ， 主と して T 細胞に 働 き幼若化 を起 こ す 作 用 が あ
り ， ま た ヘ ル パ ー T 細胞 に 働 き 1L－2 産 生 を 刺激 す
る
彷コ こ とや ， 各種 サイ ト カイ ン に 対す る誘導能 を持つ
こ とが知 ら れ て お り ， PH A に よ り殺腫瘍 リ ン パ 球細
胞 を誘導 す る 方法等 も報告 さ れ て い る2 の． しか し ，
P H A自体 は強力な血球凝集素で ある の で ， 培養 当初
の 数日 間 P H A刺激 し ， 十分洗浄後 r工し2 を添加 す る
方法を選択 し検討 した ． そ の 結果， P H A単独添加群
で は N K活性は軽度増大す る が ， L A K活性 は増大 し
な か っ た － ま た P H A とr工し2 の併用 に よ り細胞数は
1 5日 間で 最高10倍程度ま で増加す るも の の ， rl し2単
独で培養 し た L A K細胞 と比べ て清性は有意 に 低下 し
た ■ 経時的変動 を見る と ， rエし2 添加5 日前後 に 活性
の 高値 を示 し なが ら 以後漸減す る症例 が多 く を占め た
が ， rI し2を再添加 して さ らに 活性が 増大 し て く る遅
延型の症例も あり ， 個体差が 注目さ れ た ． しか しなが
ら ， 仮 に 殺腫瘍効果 が細胞数と細胞障害活性の 積 に 比
例す る と す れ ば P H Aの 併用 も多少期待で き る が ， 細
胞障害特性が低値 を示 すた め ， 臨床応用 に は不十分 と
思 わ れ る ． そ こ で 次 に ， 高 い 細 胞障害活性 を持 つ
L A K細胞 を得 る た め ， 手術時 に 得ら れる 所属 リ ン パ
節や 牌の 利 用 に 注目 して み た ． い ずれ も少量の組織で
大量の リ ン パ 球が 得ら れ る利点が あ り ， 抗腫瘍性の 高
い L A K細胞 を誘導で き れ ば， 養子免疫療法に 十分活
用 で き る と考 え られ る か ら である ． 文献上 ， 所属リ ン
パ 節 リ ン パ 球由来の LA K細胞は末梢血リ ン パ 球由来
の L A K細胞 に 比 べ て 活性 が低い と する 報告27，が 多 い
が ， 胃原発巣近傍の リ ン パ 節の リ ン パ 球は腫瘍細胞を
認識 し ， 特異的な細胞障害活性 を有 して い る可 能性が
推測さ れ る ■ 事 実
， 管ら 卿 も 培養リ ン パ 球 に 可溶性抗
原 を添加 した場合 に 自己 腫瘍 に 対す る障害活性 をみ る
と ， 所属 リ ン パ 節 リ ン パ 球の 方が 末梢血 リ ン パ 球 よ り
も 障害括性 の 上 昇度が高 い と報告 して い る ． 一 九 牌
リ ン パ 球 は サ ブ レ ツ サ ー T 細胞 が多い と さ れ る に も
か か わ ら ず， 活性 の 高 い L A K細胞が得ら れ る と す る
報告29，が あ る ． 著者の 検 討で は ， 所属 リ ン パ 節 リ ン パ
球由来の L A K細胞 は末梢血 リ ン パ 球由来 の L A K細
胞 と比 べ て 有意くpく0．01一 に 活性が 低か っ た ． リ ン パ
球亜 群 をみ る と
， 所 属リ ン パ 節リ ン パ 球 由 来の L A K
細胞 で は 末柵血 リ ン パ 球由来 の L A K細胞 と比較 し
て ， サ プ レ ツ サ ー T 細胞くC D 8十11十さ の 増加は ヘ ル
パ ー イ ン デ ュ ー サ ー T 細胞くC D 4十4B4 ＋1 の 増加 が
特徴的で あ っ た ． ま た
，
リ ン パ 節の 転移の 有無 に よ り
リ ン パ 球 亜群 に 差 は な か っ た が
， 転移陰性 の リ ン パ 節
か ら 誘導さ れ た L A K細胞 の 中に
，
NK 活 性 お よ び
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L AK 活性が末梢血 リ ン パ 球由来の LA K細胞よ り 高
い 症例が 数例 あ り ， 臨床応用 に お ける 有用性 が 期待さ
れ た ． さ ら に 脾リ ン パ 球由来の L A R細胞 は全例 ． 末
梢血リ ン パ 球由来の L A K細胞よ り 高い L A K活性 を
示 し ， しか も細胞増殖も良い 傾向に あ り ， 組織 を
一 時
保存 して段階的 に 戻す 方法等 の 開発 も含 め ， 今後 さ ら
に 検討す る価値が あ ると 考 えら れ た 一
最後 に 患者側 の 処置 と して ， B R Mを前投与 して お
く こ と で rl し2添加培養に よ り誘導 した L AK 細胞の
活性 に変動が な い か 検討 し た ． レ ン チ ナ ン は ， 単球系
に 作用 して I し1産生 を促進 す る ， あ るい は N Iく活性
を増大さ せ る等 の 作用 をも つ B R Mで あ り ，王し2 レ セ
プ タ ー 陽性の T 細胞 を増加 させ る こ とか ら ， 近 年 と
く に rI し2 との 併用 に お い て注目さ れ て い る B R M で
あ る ． 一 方 ， O K．432 は N CIくNation al Ca n c e r
In stitute， U S Aりこよ る B R Mス ク リ
ー ニ ン グで も 高
い 評価 を得て お り ， N K活性増強や 1 し2産生誘導能
が認 め られ る な ど， 多種 類の サ イ トカイ ン を誘導す る
物質くm ulti－ CytOkin eindu c erl と して胃癌 に 対 し ， 広
く 用い られ て い る ． 今回の 実験結果か ら は ， レ ン チ ナ
ン を投与 した 症例は ， NK 活 性 は 5例全軋 L A K活
性 に つ い て も 5例中 3例 に 活性増大 が認 め られ た ■ レ
ン チ ナ ン は副作用 が 少な い と い う長所も あ り ， リ ン パ
球 を採取す る 前の患者生体 に 用 い る 有効性 が期待さ れ
た ． 一 方 ， O K．432 を投与 した 症例で も 半数で N K活
性お よ び L A K活性の増大 が認 め ら れ ， B R M前投与
に よる L A K細胞の活性増大効果が期待さ れ た ．
養子 免疫療法 に つ い て ， 現在 は藤本
罰， の い う よ う
な
，
腫癌特異性 を も つ 細 胞障害性 T リン パ 球 や ，
Ro senberg ら
31，の い う 腫瘍浸潤 リ ン パ 球， あ るい は 抗
原感作 リ ン パ 球の優位性が強調 され てい る が ， 逆 に 奥
野 ら の 指摘
32－ の よう に 腫瘍細胞自体 が抗原性 に 変調 を
きた した り ， 抗原性が脱落 した り す れ ば ， 腰瘍特異的
な免疫療法は た ち ま ち無力と な る と も 考 えら れ ， 特 に
消化器癌の よ う に 免疫学的 に 異種抗庶性くheteroge n o－
u s antige nicityJ を 葡，3
－
る と 考 え ら れ る 癌 に は ，
L A K細胞の よ う な非特異的 な J フ ェ ク タ
一 紙 胞 の 方
が 実用 的と も考 えら れ る ．
さ て
，
細胞障害晴性 の 指標 で あ る
5Cr 遊離試験 は著
者の検討 で は ， 同
一 個体の 同時期の 反復 す る測定で も
再現 性 の ある 結果は得ら れ た ． しか し ， 本法は 測定に
長時間を要 し ， ま た諸家 の 報告 に よ れ ば必ず しも 臨床
効果 と相関 しな い と 言わ れ て お り ， 今後 の 課題 と なろ
う 33一． 従 っ て ， ． 蛍 光 色 素 くC a rboxy flu o re s c ein
dia c etate， C F D Al 生細胞染色法に よ り 細胞障害性 を
測定す る 方法叫 や ， あ る い は 細胞障害性因子 で あ る
パ ー フ ォ リ ン くperfo rin1
35，お よ び その 他の 細胞障害効
果 を持 つ 未知な る 物質 を検出す る 方法な ど， よ り臨床
効果 と密接 に 相関す る指標の測定法 を開発 す る必要が
あ る非I ．
ま た L A K療法を画 一 の プ ロ ト コ ー ル で施行 して い
る施設が多い が ． 免疫 反応 は生理的反応 で あ り種々 の
制約を受 ける た め， 個体 に よ り 多様 な反応を示 す と考
え ら れ る ． 従 っ て ， 患 者 の リ ン パ 球 を生体外で培
養 し ， 細胞数や 細胞障害活性の 経時的変動 を調べ ， ま
た P H A やrI L－2 あ る い は各種 B R Mに 対す る それ ぞ
れ の 反応性 を検討 したう え で ， 各症例 に 独自の プ ロ ト
コ ー ル を立案す べ き で あ ろう ． 今後 は ， 個体差の生じ
る原因の検索 を進め t よ り有 効に 画
一 的に 活性 を持つ
リ ン パ 球 を得 る手段 を考 える とと も に ， 患者別至 適投
与法 を さ ら に 詳細 に 決定 して い く 必要がある と考 えら
れ る ．
結 論
胃癌患者 に対す る ， 補助 療法 の 1 つ と して ， L A E
細胞 を用 い た養子 免疫療法 を行な う こ と を前提に各種
リ ン パ 球 の 培養実験 を行 な い ， 以下の 結論 を得た ．
1 ． L A K細 胞の 培養 に 際 して は ， 5％ ヒ ト A B血
清加 R P M I－1640培地あ る い は無血清培地 で ， rI し2
1000 Uノml 添 加培養後 5 日前後 に 高 い 活性 を持 つ
L A K細胞が誘導 され た ．
2 ． stage Il お よ び1工lの 中期胃癌患者の末梢血リ ン
パ 球 よ り誘導さ れ る L A K細胞は ， 養子免疫療法 に応
用 す る の に 十分な抗腫瘍活性 を有 し て い た ．
3 ． リ ン パ 球 を 生体外 で 培養 す る 際 ， P HA と
rIL－2 を併用す る と ， L A K細胞数は増加す るが ， 活性
は低下す る傾向に あ っ た ， しか し ． 健 常人 に も胃癌患
者 に も ， P H A やrI し2刺激 に よ る細胞増殖， 細胞障
害活性の 経時的変動 に は ， 個体差が 認 め られ た 一
4 ． 脾 リ ン パ 球 由来 の L A K細胞 や転移陰性の リン
パ 節由来の L A K細胞 に は末梢血由来 の L A K細胞よ
り清性の 高い も の が あ り ， 臨床応用 の 有用性 が期待さ
れ た ．
5 ． レ ン チ ナ ン や OK－432を胃癌患者 に 前投与した
後 に 採取 した 末梢血 リ ン パ 球 か ら ， よ り高 い 活性を持
っ L A K細胞 が得 られ ， B R M前投与 の 有用性が示唆
さ れ た ．
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Key w o rdB gaStric c anc e r， in terleukin－2， lym phokine activat ed kiler cell， adoptive
im m u no the rap y
A bstra ct
In the prese nt s tudy w e tried to characterize lymphokine a c tiv ated ki11erくL A KI cells，
with the e v e ntu al aim of u sing L A Kto help c u r ega stric c ance r patie nts． Lym phocyte s
w e re co11ec ted from the peripheral blood of he althy donors a nd gastric c anc er patie nts at
vario us clinic al stages a nd w ere c ult red in the presen ce of rec o mbin ant interleukin－2
くrI L－2I a nd phytohe m agglutinin くPH AI． ReBio n a11ymphnodal lymphocytesくR LN LI and
spleen lymphocytesくSLI w ere als o obtain ed fr o mgastric c ancer patients a nd tes ted for their
potential to indu c e L A Kactivity． Pr olife ra tio n s， n atu r al kille rくN Kl and L A Kactivity
and s ubsets of LAK cells were evalua ted as im m unological param eters． The results
indicated that the LAK cels induc ed fro mlymphocytes obtain ed fro m patie nts at s tage II
and 皿， had significa ntly highcr activity c o mpared with those at stage N． T herefo re， the
L A Kce11s indu ced from lym phocytes of stage 正 a nd IKpatie nts ap pe ar tobe m ore
effectivefor adoptiveim m un o therap yくA ITlfor patients a trelativ ely advan ced stage s． W e
induc ed LAK ce11s with high cyto toxic activity against the target c e11s， by using cultur e
m ediu m c ont aining 5％ hu m a nA Bse ru m aSWe11 as seru m－fr e eAI M － V m edium ． In the
pres ence of P HA and rI レ 2， the lym phocytesproliferated 2－ 10 fold after1 5days of
C ulture， While their cytotoxic activity gr adu ally decreased． T he kin etics ofcyto toxic a ctivity
gene rated in the c ultu r es with rI L－2， indic ated that the culture period requir ed for the
highest cytotoxic activity， V aried a m o ng the tested sa mples． In m any cases， W e Observed
high cytoto．xic a ctivity at 5 0r lOdays after the initiation of culttlre， Whilein o thersa mples
the higher activity w as observ ed on the 1 5th day． Lym pho cytespurified fro mR L N Lw er e
als o tested for their L A Kacti vity after being cultured in the pre s enc e ofrIL－2 a nd showed
lower cytotoxic a ctivity tha n similarly tr e ated P B L fro m the sam e patie nt， W hile
lym pho cytesfrom either S L or R L N Lwithout m eta s tases， Show ed higher cytoto xic a ctivity．
Flowcyt om etric analysis with the s e rI L
，2 a ctiv ated cells de riv ed from lym pho cyte s of
differ e nt organs， Show ed thatindu c ed cytoto xic lym phocytesfro m R L N L， C Ont ain ed m any
Sup pr eSS Or and helpe rinduc er T cells． Whe n patients wer e administe red with biological
r espo nse m odifersくB R Ml， eithe r of Lentinan or O K－43 2 befor es urgery， their P B L induced
pote nt L A K a ctivity afte r the cultu r e with rI L－2． In su m m a ry， W e Sho wed that the
lympho cytesfr o m gastric canc er patients a t stage 正 a nd EIc ould be indu c ed to L A Kcells
Which m ay be effec tive for A I T． W e also propose thatin e ach c a s eof A I Tw e hav e t o
exa min e the kin etics of lymphocytepr oliferatio n a nd the ge neration of L A Ka ctivity a nd
then e st ablish a specific pro t o c ol for each patie nt befo re being subjected toA I T．
